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Riassunto 
 
Gli smartphone sono strumenti con numerose applicazioni di utilizzo. Recentemente, si 
stanno affermando come validi strumenti nella diagnostica chimica e clinica, per esempio 
come lettori di strisce reattive per analisi chimiche e biochimiche. Infatti, essendo dotati di 
foto/videocamera digitale ad alta risoluzione, possono catturare immagini ed analizzarle 
mediante software o applicazioni (“app”) sviluppate appositamente per elaborare 
l’informazione contenuta nelle immagini digitalizzate. Ciò consente il loro utilizzo in 
metodi di analisi chimica o biochimica basati su una variazione di immagine o di colore. 
 
Gli antiossidanti sono sostanze chimiche o agenti fisici che rallentano o prevengono 
l’ossidazione di altre sostanze. Grazie a questa proprietà, il loro impiego è di fondamentale 
importanza nell’industria alimentare, cosmetica e farmaceutica. Di conseguenza, sono stati 
sviluppati numerosi metodi per la misurazione dell’attività antiossidante di materie prime o 
di prodotti finiti farmaceutici, alimentari, cosmetici. Tra questi metodi, i principali sono di 
tipo colorimetrico, vale a dire sfruttano la variazione di colore che si sviluppa a seguito 
della reazione di uno specifico reagente con la sostanza antiossidante. Tale variazione di 
colore è quindi associata all’attività antiossidante della sostanza in esame e, solitamente, 
viene rilevata e quantificata mediante l’uso di spettrofotometri operanti a lunghezze d’onda 
desiderate. Tuttavia, questi metodi spettrofotometrici presentano alcune limitazioni, per 
esempio la difficoltà di analizzare campioni di sostanze in forma solida o semisolida o che 
si presentano in fasi multiple, oltre al fatto che gli spettrofotometri hanno un costo 
relativamente elevato. 
 
Lo scopo principale di questa tesi è stato quindi quello di valutare se uno strumento 
comune, relativamente poco costoso e di semplice utilizzo quale uno smartphone potesse 
risultare utile nello sviluppo di un metodo per la misurazione dell’attività antiossidante di 
sostanze. 
Per raggiungere questo scopo, sono stati sviluppati protocolli di saggi di determinazione 
dell’attività antiossidante basati sia sulla variazione di colore del radicale libero 
difenilpicrilidrazile (DPPH) sia sulla variazione di colore del reattivo per la misurazione 
della capacità antiossidante di riduzione di ioni rameici (CUPRAC). La variazione di 
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colore registrata come immagine digitalizzata con l’uso di uno smartphone è stata 
successivamente analizzata mediante un software di elaborazione di immagini. Tali 
protocolli di analisi di attività antiossidante sono stati applicati a campioni liquidi, solidi, 
semisolidi o presenti in fasi multiple. 
 
Inoltre, un ulteriore scopo è stato quello di porre le basi per lo sviluppo di un metodo di 
saggio di permeabilità di membrane artificiali parallele (PAMPA) per la valutazione del 
bioassorbimento di principi attivi antiossidanti, utilizzando i reattivi DPPH e CUPRAC. 
 
I metodi per la misurazione dell’attività antiossidante consistenti nella cattura di immagini 
mediante smartphone e loro successiva analisi con l’uso di software di elaborazione di 
immagini sono risultati essere caratterizzati da un’ottima sensibilità. Inoltre, la loro 
semplicità, versatilità ed i costi contenuti rappresentano ulteriori vantaggi rispetto ai 
classici metodi che prevedono l’uso di uno spettrofotometro. 
 
Il metodo PAMPA sviluppato per la valutazione del bioassorbimento di principi attivi 
antiossidanti è risultato essere di semplice realizzazione. 
 
In conclusione, gli smartphone possono essere utilizzati per lo sviluppo di metodi per la 
misurazione dell’attività antiossidante molto più economici, semplici e versatili rispetto ai 
classici metodi che utilizzano spettrofotometri. I risultati ottenuti in questo lavoro di tesi 
lasciano prevedere che in un prossimo futuro potranno essere disponibili software o 
applicazioni per numerosi saggi chimici colorimetrici quali i saggi per la determinazione 
dell’attività antiossidante. 
 
Infine è risultato possibile stimare il bioassorbimento di principi attivi antiossidanti 
mediante l’unione della metodica PAMPA con i saggi di determinazione dell’attività 
antiossidante DPPH e CUPRAC. 
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Introduzione 
 
Saggi chimico/biologici basati sull’elaborazione di immagini digitalizzate 
 
Un saggio è un procedimento di indagine (analitico) utilizzato in medicina di laboratorio, 
farmacologia e biologia molecolare per valutare qualitativamente o quantitativamente la 
presenza o la quantità o l’attività funzionale di un’entità bersaglio (analita) che può essere 
un farmaco o una sostanza biochimica o una cellula di un organismo o un campione 
biologico [Houghton Mifflin Company, 2000]. L’entità misurata viene generalmente 
chiamata “analita”. Un saggio di solito mira a misurare una proprietà e ad esprimerla nella 
relativa unità di misura (ad es. molarità, densità, ecc...). 
Nei saggi chimico/biologici basati su immagini a colore digitalizzate, l’identificazione 
dell’analita avviene grazie ad un cambiamento inequivocabilmente percepibile dello stesso, 
quale una reazione chimica che cambia l’immagine e/o il colore dell’analita nel 
supporto/contenitore per l’analisi. I più classici saggi di questo tipo sono i test 
colorimetrici. 
Tale cambiamento di immagine e di colore può essere misurato con diverse tecniche e 
tramite diversi dispositivi. Di seguito, verrà esposta una breve rassegna dei più recenti e 
comuni metodi, classificati in base allo strumento detector utilizzato. 
 
 
Saggi che fanno uso di lettori ottici di micropiastre 
 
Un “lettore ottico di immagini” (scanner), viene definito come una periferica in grado di 
acquisire in modalità ottica una superficie analogica (fogli stampati, pagine, fotografie, 
diapositive), di interpretarla come un insieme di pixel, e quindi di ricostruirne la copia 
fotografica sotto forma di immagine digitale [Scanner in Sinonimi e Contrari – Treccani][ 
lettore ottico traduzione di lettore ottico, definizione nel Dizionario Online]. 
Nel campo dei saggi chimico-biologici basati sull’elaborazione di immagini digitalizzate 
sono stati sviluppati diversi tipi di scanner di micropiastre. Si ricordano scanner elaborati e 
avanzati quali Digital Imaging Systems for Proteome Profiler
TM
 96 su micropiastra 
Antibody Arrays, lo scanner ottico Q-View
TM
 Imager da Quansys Biosciences, con il suo 
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software, Q-View
TM
 Software, di libera acquisizione, disponibile da Quansys Biosciences. 
Questi dispositivi registrano le immagini digitalizzate delle micropiastre, in vari formati 
quali TIFF o BMP. Successivamente, con l’uso del software di supporto, si può avere una 
conversione tra i vari formati di immagine e quindi l’estrazione delle regioni di interesse. 
Nel caso specifico delle micropiastre, le regioni di interesse sono rappresentate dalle 
sezioni ellittiche dei pozzetti. 
Quindi dalle immagini digitalizzate delle sezioni ellittiche dei pozzetti si ottiene un segnale 
dipendente dal tipo e dalla concentrazione dell’analita. Tale segnale è rappresentato da 
elementi costitutivi chiamati pixel e quantificabili con il software di supporto [de Lelis 
Medeiros de Morais et al., 2014]. 
 
 
Saggi che fanno uso di High content microscopy (microscopia ad alto contenuto) 
 
Lo screening ad alto contenuto (HCS), noto anche come analisi ad alto contenuto (HCA), o 
screening visivo, è un metodo che viene utilizzato nella ricerca biologica e nella scoperta 
di farmaci per identificare sostanze, quali piccole molecole, peptidi o RNAi, che alterano il 
fenotipo di una cellula nel modo desiderato. 
La tecnologia dello screening ad alto contenuto si basa principalmente sulla microscopia 
digitale automatizzata e sulla citometria di flusso, in combinazione con i sistemi 
informatici per l’analisi e la memorizzazione dei dati. Nell’HCS si ha un’acquisizione di 
informazioni nello spazio o nel tempo su un evento seguita da una quantificazione 
automatica. Quindi lo screening ad alto contenuto è un tipo di screening fenotipico 
condotto su cellule. Le modificazioni fenotipiche possono includere un aumento o una 
diminuzione della produzione di prodotti cellulari quali proteine e/o variazioni nella 
morfologia (aspetto visivo) della cellula. Lo screening ad alto contenuto comprende 
qualsiasi metodo utilizzato per analizzare le cellule intere o componenti di cellule con 
lettura simultanea di più parametri. Da qui il nome di ‘‘high content screening’’. 
Gli strumenti HCS sono microscopi (di norma a fluorescenza) che sono collegati ad un 
pacchetto di analisi di immagini. Questi si occupano di tutte le fasi dalla cattura di 
immagini (a fluorescenza) di cellule e alla fornitura di una rapida, automatica e imparziale 
valutazione degli esperimenti. 
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Nello screening ad alto contenuto, le cellule vengono incubate con la sostanza e, dopo un 
periodo di tempo adeguato, le strutture ed i componenti molecolari della cellula vengono 
analizzati. L’analisi più comune prevede proteine marcate con marcatori fluorescenti e, 
infine, i cambiamenti nel fenotipo cellulare vengono misurati utilizzando l’analisi 
automatizzata delle immagini. Attraverso l’uso di marcatori fluorescenti con diverso 
assorbimento e massima emissione, è possibile misurare vari componenti cellulari in 
parallelo. Inoltre, l’imaging è in grado di rilevare i cambiamenti a livello subcellulare (ad 
esempio, a livello del citoplasma, del nucleo o di altri organelli). Pertanto, può essere 
raccolto un gran numero di dati per cellula. Oltre alla marcatura fluorescente, negli 
screening ad alto contenuto sono stati utilizzati vari saggi senza marcatori. 
 
L’utilità dell’HCS va ben oltre l’identificazione dei composti che portano allo sviluppo di 
prodotti farmaceutici. Infatti l’HCS può essere utilizzato lungo tutto il processo di scoperta 
di farmaci, per l’individuazione dei target del farmaco, per prevedere il percorso o il 
bersaglio molecolare di composti identificati, per la previsione della tossicità o per l’analisi 
di dati chimici [Buchser et al., 2004]. 
 
 
Saggi che fanno uso di fotocamera o videocamera convenzionali 
 
Il principio di funzionamento alla base di questi sistemi è identico a quello già citato per gli 
scanner ottici di micropiastre. In breve, si tratta di catturare l’immagine ed analizzarla 
successivamente con un computer mediante un software dedicato. 
In letteratura si ritrovano descrizioni relative a varie applicazioni. A scopo descrittivo, si 
può ricordare che tale sistema viene utilizzato in saggi per la determinazione della vitalità e 
della proliferazione cellulari ed in saggi di citotossicità, utilizzando i coloranti cellulari 
AlamarBlu, resazurina e resorufina. In questo caso, una metodologia semplice ed 
economica in grado di catturare e di analizzare le immagini da una micropiastra, 
denominata Colorimetric Quantification based on CCD Images (CQS), è stata sviluppata e 
testata per quanto riguarda la sua capacità di monitorare e quantificare la vitalità cellulare. 
La quantificazione è basata sulla valutazione della quantità di luce rossa e verde 
proveniente dai campioni di resazurina (trasmittanza). Per ottenere l’intensità della luce 
rossa e verde, la micropiastra viene digitalizzata ed ogni componente R (Red, rosso) e G 
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(Green, verde) dell’immagine a colori viene separato usando il software ImageLab. 
Successivamente, la densità di ciascun componente corrispondente alla zona inferiore 
viene determinata ed utilizzata per creare l’indice di trasmittanza. 
 
 
Saggi che fanno uso di personal computer, monitor e web cam 
 
La base di questo sistema è analoga a quella già citata per i saggi che fanno uso di 
fotocamera o videocamera convenzionali, con l’eccezione che il recipiente in cui viene 
condotto il saggio viene illuminato utilizzando come fonte luminosa quella proveniente dal 
monitor di un PC. In altre parole, la tecnica si basa sull’uso di un monitor come sorgente 
luminosa e può essere sfruttata in esperimenti fisici e per saggi colorimetrici. In tal modo, i 
cosiddetti colori RGB (red, green e blue) prodotti dallo schermo possono essere utilizzati 
insieme ad una web cam per ottenere informazioni spettrali, sia per la trasmissione che per 
la luce riflessa da un campione. Le impronte digitali dei campioni colorati sono 
ulteriormente migliorate con l’uso delle informazioni in tutti e tre i canali della web cam, 
consentendo ad esempio la separazione di emissione di luce (fluorescenza) e di 
assorbimento di un determinato colorante. Possono essere misurati vari fenomeni ottici 
(assorbimento, riflessione, diffusione, emissione di luce), mentre qualsiasi materiale 
(polimero, idrogel, isolante, semiconduttore, soluzione, ecc.) può essere utilizzato come 
materiale indicatore. In diversi casi, è stato dimostrato che l’uso combinato di un monitor e 
di una web cam fornisce una piattaforma utile per misurare le proprietà ottiche di campioni 
sia liquidi che solidi. 
Esempi di applicazioni di tale tecnica si ritrovano nella determinazione della quantità di 
cromo esavalente (Cr(VI)) in acqua. Il metodo calibrato su soluzioni standard è stato 
testato sul campo su acqua di sorgente naturalmente contaminata. I risultati mostrano una 
risoluzione sufficiente per misurare la concentrazione di Cr(VI) fino a 5 ppb. 
L’organizzazione mondiale della sanità raccomanda una concentrazione massima di 0,05 
mg/l (50 ppb) per il cromo (come esavalente) nelle acque potabili [Bakker et al., 2006; 
Filippini e Lundstrom, 2006,  Santonico et al., 2009]. 
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Saggi che fanno uso di smartphone 
 
Uno smartphone, o “telefono intelligente”, è un telefono cellulare con capacità di calcolo, 
memoria e di connessione dati basato su un sistema operativo per dispositivi mobili. Gli 
smartphone possono trovare applicazione nei saggi riportati sopra, in particolare nei saggi 
che fanno uso di fotocamera o videocamera convenzionali e nei saggi che fanno uso di 
personal computer, monitor e web cam. Ciò è possibile grazie a software per 
l’elaborazione di immagini digitalizzate che può essere installato sullo stesso smartphone 
oppure su un PC o un server esterni. 
 
Esempi sono le determinazioni colorimetriche dell’attività dell’amilasi che sono state 
sviluppate sulla base di un metodo colorimetrico con uno standard di acido dinitrosalicilico 
(DNS), utilizzando maltosio come analita. L’intensità e le assorbanze dei colori rosso, 
verde e blu (RGB) sono state ottenute con l’imaging di un iPhone ed il programma di 
elaborazione di immagini Adobe Photoshop. La correlazione tra il verde e le 
concentrazioni di analiti era altamente significativa, e la precisione del metodo sviluppato 
era eccellente nella prestazione analitica. Il comune iPhone ha capacità di imaging 
sufficiente per la quantificazione precisa delle concentrazioni di maltosio. I limiti di 
rilevamento, la sensibilità e la linearità sono paragonabili ad un metodo spettrofotometrico, 
ma con una precisione intergiornaliera migliore. Nel quantificare l’attività specifica 
dell’amilasi da una fonte commerciale (P>0,05), non c’erano differenze significative 
rispetto alle misure spettrofotometriche. È stato dimostrato che l’imaging dell’iPhone con 
l’elaborazione di immagini di Adobe Photoshop ha il potenziale per applicazioni in studi 
sul campo e di laboratorio dell’amilasi [García et al., 2011] 
 
Un ulteriore esempio è la nuova app sviluppata e testata dai ricercatori dell’Università di 
Cambridge chiamata Colorimetrix. Si tratta di un’applicazione che permette ad uno 
smartphone di essere utilizzato come uno spettrofotometro portatile, consentendo di 
eseguire misure semiquantitative di strisce o soluzioni test colorimetriche [Yetisen et al., 
2014a; Yetisen et al., 2014b]. 
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Saggi per la determinazione dell’attività antiossidante 
 
Un antiossidante è una sostanza chimica che impedisce l’ossidazione di altri prodotti 
chimici. Gli agenti antiossidanti proteggono componenti della cellula neutralizzando gli 
effetti dannosi dei radicali liberi, che sono sottoprodotti naturali del metabolismo cellulare. 
I radicali liberi si formano quando l’ossigeno viene metabolizzato o formato nel corpo e ci 
sono specie chimiche che possiedono un elettrone spaiato nel guscio esterno della 
molecola. Questa è la ragione per cui i radicali liberi sono altamente reattivi e possono 
reagire con proteine, lipidi, carboidrati e DNA. Questi radicali liberi attaccano le molecole 
stabili vicine, rubando il loro elettrone. Quando la molecola attaccata perde il suo elettrone, 
diventa essa stessa un radicale libero, iniziando una reazione a catena. I radicali liberi 
possono essere sia derivati dell’ossigeno (ROS, specie reattive dell’ossigeno), sia derivati 
dell’azoto (RNS, specie reattive dell’azoto). In una cellula normale esistono opportuni 
equilibri ossidanti-antiossidanti. Tuttavia, questo equilibrio può essere spostato, quando la 
produzione di specie ossidanti aumenta, ovvero quando diminuiscono i livelli di 
antiossidanti. Questa fase si chiama stress ossidativo [Badarinath et al., 2010]. 
La diversità chimica degli antiossidanti (AO) naturali rende difficile separare, individuare e 
quantificare i singoli antiossidanti da un alimento/matrice biologica complessa. Inoltre, il 
potere antiossidante totale è spesso più significativo per valutare gli effetti benefici sulla 
salute a causa dell’azione cooperativa di singole specie antiossidanti. Attualmente, non 
esiste un singolo test per la determinazione del potere antiossidante per l’etichettatura degli 
alimenti a causa della mancanza di metodi di quantificazione standard. 
 
Tra i principali saggi antiossidanti ritroviamo il saggio con il radicale DPPH [Blois, 1958] 
ed il saggio con il reattivo CUPRAC. Tali saggi verranno descritti in modo più 
approfondito nelle sezioni seguenti [Apak et al., 2013]. 
 
 
Saggio con il radicale DPPH 
 
Si tratta di un test chimico nel quale si valuta il decadimento del radicale 
difenilpicrilidrazile (DPPH) in assenza o in presenza di sostanze antiossidanti. Questo 
radicale, infatti, viene utilizzato per testare la capacità delle sostanze di agire come 
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scavenger di radicali liberi. Il DPPH in soluzione presenta una colorazione viola che vira al 
giallo-incolore quando questo radicale estrae un atomo di idrogeno da uno scavenger di 
radicali per dare origine alla forma ridotta DPPH-H. 
 
Questo metodo è stato sviluppato da Blois nel 1958 allo scopo di determinare l’attività 
antiossidante utilizzando il radicale libero stabile α,α-difenil-β-picrilidrazile (DPPH; 
C18H12N5O6, PM=394,33). Il saggio si basa sulla misurazione della capacità antiradicalica 
di antiossidanti verso di esso. Gli elettroni spaiati dell’atomo di azoto nel DPPH vengono 
ridotti all’idrazina corrispondente a seguito della ricezione di un atomo di idrogeno da 
parte degli antiossidanti. Il DPPH si caratterizza come un radicale libero stabile in virtù 
della delocalizzazione dell’elettrone libero sulla molecola nel suo complesso, in modo che 
le molecole non dimerizzino, come la maggior parte degli altri radicali liberi. La 
delocalizzazione dà anche un aumento dell’intensità del colore violetto, con un 
assorbimento nella soluzione etanolica a circa 520 nm. Quando una soluzione di DPPH 
viene mescolata con quella di una sostanza in grado di donare un atomo di idrogeno, allora 
questo dà origine alla forma ridotta e si osserva la perdita di questo colore viola (anche se 
si sarebbe atteso un colore giallo pallido residuo del gruppo picrile ancora presente). 
Rappresentando il radicale DPPH con una Z e la molecola donatrice con AH, la reazione 
primaria è: 
 
Z• + AH = ZH + A• 
 
dove ZH è la forma ridotta e A• è il radicale libero prodotto in questa prima fase. 
Quest’ultimo radicale può subire ulteriori reazioni che controllano la stechiometria 
generale, cioè il numero di molecole di DPPH ridotte (decolorate) da una molecola di 
agente riducente. La reazione è preposta pertanto a fornire il collegamento con le reazioni 
che avvengono in un sistema ossidante, quali l’autossidazione di un lipide o di un’altra 
sostanza insatura; la molecola DPPH Z• è quindi destinata a rappresentare i radicali liberi 
formatisi nel sistema la cui attività deve essere soppressa dalla sostanza AH. 
 
Mentre il DPPH può accettare un elettrone o un radicale idrogeno e diventare una molecola 
diamagnetica stabile, esso può essere ossidato solo con difficoltà e, quindi, 
irreversibilmente. Il DPPH mostra una forte banda di assorbimento a 517 nm a causa del 
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suo elettrone spaiato e la soluzione appare di un colore violetto scuro, l’assorbimento 
svanisce come le coppie di elettroni spaiati. La risultante decolorazione è stechiometrica 
rispetto al numero di elettroni ripresi.  
 
Si tratta di un metodo rapido, semplice, economico e diffuso per misurare la capacità dei 
composti di agire come anti-radicali liberi o donatori di idrogeno, e per valutare l’attività 
antiossidante degli alimenti. Può anche essere utilizzato per quantificare gli antiossidanti 
nei sistemi biologici complessi, per campioni solidi o liquidi. Questo metodo è facile e si 
applica per misurare la capacità antiossidante complessiva e l’attività antiradicalica di 
succhi di frutta e verdura. Questo test è stato utilizzato con successo per investigare le 
proprietà antiossidanti del grano e della crusca, della verdura, dell’acido linoleico 
coniugato, delle erbe, degli oli di semi alimentari e delle farine in diversi sistemi di 
solventi compresi etanolo, etanolo acquoso, acetone acquoso, metanolo e benzene. Si tratta 
di un metodo conveniente per il dosaggio dell’attività antiossidante della cisteina, del 
glutatione, dell’acido ascorbico, del tocoferolo e dei composti aromatici poliidrossilati, per 
l’olio d’oliva, la frutta, i succhi d frutta ed i vini. Il metodo con il radicale DPPH può 
essere utilizzato in soluzione acquosa ed in solventi organici non polari e può essere usato 
per esaminare antiossidanti sia idrofili che lipofili. [Molyneux, 2004; Kedare e Singh, 
2011; Abderrahim et al., 2013; Chen et al., 2013; Musa et al., 2013]. 
Non sono ancora presenti in letteratura dati riguardanti campioni semisolidi o solidi in 
riferimento all’adattabilità del metodo a questo tipo di campione. 
 
 
Saggio con il reattivo CUPRAC 
 
Il metodo CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity) viene comunemente 
utilizzato per la determinazione spettrofotometrica dell’attività antiossidante di costituenti 
alimentari (vitamine, polifenoli, flavonoidi, acido ascorbico, ecc.). Il metodo si basa sulla 
misura di parametri associati al colore giallo del chelato Cu(I)-neocuproina (2,9-dimetil-
1,10-fenantrolina) che si forma a seguito di una reazione redox della sostanza antiossidante 
con il reagente CUPRAC, Cu(II)-neocuproina. Si tratta, quindi, di un metodo basato sul 
trasferimento di elettroni. 
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I processi chimici che si verificano nella determinazione CUPRAC coinvolgono ioni 
rameici Cu(II), neocuproina (Nc) e molecole antiossidanti (AO) e possono essere 
rappresentati come: 
 
nCu
2+
 + 2nNc + mAOred  →   n[Cu(Nc)2]
+
 + mAOox 
 
La quantificazione di antiossidanti tramite il saggio CUPRAC viene effettuata misurando 
la variazione della quantità del complesso [Cu(Nc)2]
+
 in relazione ad aumenti graduali 
della quantità di antiossidante aggiunto alla soluzione, che a sua volta viene ossidato dal 
Cu(II). 
 
Alcuni dei vantaggi di questo metodo sono che la reazione chimica è molto veloce, il pH 
dell’operazione è vicino alle condizioni fisiologiche (pH 7) e il potenziale di ossidazione 
della coppia redox [Cu(Nc)2]
2+
/[Cu(Nc)2]
+
 non è sufficientemente alto da favorire 
l’ossidazione degli zuccheri che potrebbero agire come interferenze. I vantaggi del metodo 
CUPRAC rispetto ad altri test di capacità antiossidante basati sul trasferimento di elettroni 
(ad esempio ABTS, DPPH, FRAP, Folin-Ciocalteu) sono già stati ampiamente elencati da 
Apak et al., 2013 e da Cárdenas et al., 2014. 
 
Per quanto riguarda i parametri utilizzati per quantificare la risposta antiossidante, in 
letteratura se ne possono trovare diversi. Particolarmente comune è l’uso del parametro 
EC50, che indica la concentrazione del composto in esame in grado di determinare una 
risposta antiossidante emimassimale [Ozyürek et al., 2011a, Ozyürek et al., 2011b]. 
 
 
Saggi per la determinazione della permeabilità di sostanze attraverso 
membrane biologiche: metodo PAMPA 
 
PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) è un metodo che determina la 
permeabilità delle sostanze da un compartimento donatore ad un compartimento accettore, 
attraverso una membrana lipidica artificiale. Viene utilizzata una micropiastra a pozzetti 
multipli come donatore, la quale piastra viene posta su un compartimento accettore; il tutto 
viene comunemente indicato come ‘‘sandwich’’. All’inizio della prova, il farmaco viene 
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aggiunto al compartimento donatore ed il compartimento accettore è privo di farmaco. 
Dopo un periodo di incubazione che può includere agitazione, il ‘‘sandwich’’ viene 
separato e viene misurata la quantità di farmaco in ciascun compartimento. Il bilancio di 
massa consente il calcolo del farmaco che rimane nella membrana. Ad oggi, i modelli 
PAMPA sono stati sviluppati in maniera tale da mostrare un alto grado di correlazione con 
la permeazione attraverso una varietà di barriere, comprese le linee cellulari derivate da 
cellule intestinali Caco-2. 
La popolarità del saggio PAMPA nello screening ADME (Assorbimento, Distribuzione, 
Metabolismo, Eliminazione) attesta la sua utilità come modelli cellulari alternativi, a basso 
costo, da utilizzare in fase precoce durante la ricerca di potenziali farmaci. Sebbene il 
trasporto attivo non sia modellato dalla membrana artificiale PAMPA, fino al 95% dei 
farmaci noti vengono assorbiti per trasporto passivo, anche se alcuni esperti sostengono 
una cifra inferiore, quindi la quantità è aperta a qualche interpretazione. 
 
Per il saggio, possono essere utilizzate micropiastre da 96 pozzetti che aumentano la 
velocità e riducono il costo per campione. A partire dalla prima volta in cui è comparso in 
una pubblicazione scientifica [Kansy et al., 1998], molte aziende hanno sviluppato le loro 
versioni del saggio. Per esempio, il MultiScreen Permeability Plate Assembly è un 
dispositivo a 96 pozzetti monouso progettato per supportare saggi ad alta velocità non 
basati su cellule, come la valutazione della permeabilità per composti farmaceutici, 
utilizzando una membrana artificiale costruita con esano/esadecano. La membrana 
artificiale viene applicata alla membrana di policarbonato nella piastra filtrante a 96 
pozzetti (nota come donor plate, piastra donatrice). Innanzitutto, i pozzetti vengono 
riempiti con il tampone e con i composti da testare. La piastra donatrice viene poi posta su 
una piastra ricevente a 96 pozzetti (conosciuta come acceptor plate, piastra accettrice) 
riempita con tampone. Le piastre donatrice ed accettrice vengono incubate per un tempo 
variabile, poi la piastra donatrice viene rimossa dalla piastra accettrice. Una volta separata 
dalla piastra donatrice, i 96 saggi della piastra accettrice possono essere inviati per l’analisi 
di LC/MS (Cromatografia Liquida/Spettrometria di Massa) oppure trasferiti in una piastra 
a 96 pozzetti compatibile con l’UV per essere letti immediatamente con uno 
spettrofotometro UV/Vis. L’integrità dello strato di membrana artificiale nella piastra 
donatrice può essere misurata mediante resistenza elettrica. Il MultiScreen Permeability 
Plate Assembly è particolarmente raccomandato per l’uso in pre-ADME o programmi 
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Discovery che richiedono l’ordine o il profilo di composti di rango [Markovic et al., 2012; 
Schmidt e Lynch, 2002]. 
 
 
Composti ad attività antiossidante nota 
 
Acido ascorbico 
L’acido ascorbico ha la struttura riportata sotto: 
 
 
 
L’acido ascorbico, comunemente conosciuto come vitamina C, è un composto organico 
presente in natura con proprietà antiossidanti. È un solido bianco, ma in campioni impuri, 
inumiditi oppure ossidati dall’ossigeno atmosferico può apparire giallastro. Si tratta di una 
vitamina idrosolubile, essenziale nell’uomo ma non in tutti i mammiferi, antiossidante, 
spesso utilizzata in forma salina (ascorbato) che svolge nell’organismo molteplici funzioni. 
Viene utilizzata nelle industrie, che la usano (come tale o sotto forma di sale sodico, 
potassico e calcico) come additivo nei cibi. La vitamina C è presente in alcuni alimenti, 
soprattutto nei vegetali a foglia verde, peperoni, pomodori, kiwi e negli agrumi [Afroz et 
al., 1975]. 
 
 
Acido caffeico 
L’acido caffeico ha la struttura riportata sotto: 
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L’acido caffeico è un acido organico che deriva dall’acido cinnamico e la sua struttura base 
è l’anello catecolico (1,2-diossibenzenico). Chiamato così perché originariamente trovato 
negli estratti di caffè, è stato successivamente riscontrato ampiamente in natura. Come tale 
e come derivato è presente nell’angelica, nell’arnica, nella bardana, nella fumaria, nella 
melissa ed in elevate percentuali nel propoli. Alimenti in cui è particolarmente 
rappresentato sono la cicoria, il carciofo, i piselli e le fragole. L’interesse nutrizionale per 
l’acido caffeico deriva dalle sue proprietà antiossidanti [Gülçin, 2006; Sato et al., 2011]. 
 
 
Acido clorogenico 
L’acido clorogenico ha la struttura riportata sotto: 
 
 
 
L’acido clorogenico è una sostanza organica naturale. Chimicamente è l’estere dell’acido 
caffeico con acido (L)-chinico. Esso non contiene cloro, ma il suo nome deriva da una 
parola greca che significa ‘‘verde’’, a causa del colore verde dei suoi prodotti di 
ossidazione. Esso combatte i radicali liberi, grazie alle sue proprietà antiossidanti. Oltre ad 
essere presente nel caffè, si trova anche in numerosi ortaggi e frutta, come prugne, pere e 
mele [Sato et al., 2011]. 
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Acido gallico 
L’acido gallico ha la struttura riportata sotto: 
 
 
 
L’acido gallico è un acido organico contenuto in molti prodotti di origine vegetale. Tra i 
fenoli di origine naturale rientra nella categoria degli acidi fenolici; ha azione 
antiossidante. Il suo nome ha origine dalle galle, escrescenze che si formano sulle foglie o 
sui rami dei vegetali, dovute alla parassitosi di funghi, batteri, insetti o acari. Esso è 
prodotto dalla pianta per combattere la proliferazione cellulare. È comune nelle specie 
vegetali legnose, presente in forma solubile come estere dell’acido chinico o legato a 
glucosio nei gallotannini. Si trova anche nei semi e nei frutti come le olive, ed è per questo 
uno dei polifenoli contenuti nell’olio d’oliva. Si trova anche in more, lamponi, fragole e 
mango. Alcuni suoi esteri sono ampiamente utilizzati come conservanti alimentari ad 
azione antiossidante [Brand-Williams et al., 1995]. 
 
 
Acido lipoico 
L’acido lipoico ha la struttura riportata sotto: 
 
 
 
L’acido lipoico (detto anche acido tiottico) fu isolato per la prima volta da estratti di fegato 
da biochimici americani. È una molecola anfipatica di piccole dimensioni, che partecipa a 
diversi meccanismi antiossidativi. È presente in tessuti, animali e vegetali, ricchi di 
mitocondri. Si trova in abbondanza in patate, broccoli e spinaci, anche se la fonte 
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principale rimangono le carni rosse ed in particolare fegato e cuore [Patel e Packer, 2008]. 
 
 
Crisina 
La crisina ha la struttura riportata sotto: 
 
 
 
La crisina è un flavone (5,7-diidrossiflavone), un tipo di flavonoide, originariamente 
isolato dal fiore della passione. Costituisce il 50% dei metaboliti secondari presenti nel 
miele di acacia. Ha un potere antiossidante paragonabile e quello delle vitamine, ed è 
antinfiammatorio. Tale sostanza è presente naturalmente nel miele, nella propoli e nella 
passiflora [Anandhi R et al., 2013]. 
 
 
Galangina 
La galangina ha la struttura riportata sotto: 
 
 
 
La galangina è un flavonolo che si trova nella propoli e nella galanga (Alpinia galanga) da 
cui prende il nome. Manifesta attività antiossidante [Miyake e Shibamoto, 1997]. 
 
 
Tocoferolo 
Il tocoferolo ha la struttura riportata sotto: 
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Il tocoferolo, comunemente conosciuto come vitamina E, è un nutriente vitaminico 
essenziale e vitale per l’uomo, un potente antiossidante liposolubile, presente in molti 
vegetali, ad esempio nella frutta, nell’olio di canapa, nell’olio di oliva e soprattutto 
nell’olio di germe di grano. Esso ha un ruolo importante, quale fattore antiossidante, nella 
prevenzione dell’ossidazione degli acidi grassi polinsaturi, ed ha un’azione anti-radicali 
liberi. Sono ricchi di vitamina E gli alimenti di origine vegetale soprattutto semi (e di 
conseguenza gli oli da essi derivati, fra i quali l’olio di canapa), seguiti da cereali, frutta ed 
ortaggi. Molto ricche ne sono le nocciole, le noci e le mandorle [Wefers e Sies, 1988]. 
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Scopo della tesi 
 
Lo scopo principale di questa tesi è stato quello di valutare se uno strumento comune, 
relativamente poco costoso e di semplice utilizzo quale uno smartphone potesse risultare 
utile nello sviluppo di un metodo per la misurazione dell’attività antiossidante di sostanze. 
Per raggiungere questo scopo, sono stati sviluppati protocolli di saggi di determinazione 
dell’attività antiossidante basati sia sulla variazione di colore del radicale libero 
difenilpicrilidrazile (DPPH) sia sulla variazione di colore del reattivo per la misurazione 
della capacità antiossidante di riduzione di ioni rameici (CUPRAC). La variazione di 
colore registrata come immagine digitalizzata con l’uso di uno smartphone è stata 
successivamente analizzata mediante un software di elaborazione di immagini. Tali 
protocolli di analisi di attività antiossidante sono stati applicati a campioni liquidi, solidi, 
semisolidi o presenti in fasi multiple. 
 
Inoltre, un ulteriore scopo è stato quello di porre le basi per lo sviluppo di un metodo di 
saggio di permeabilità di membrane artificiali parallele (PAMPA) per la valutazione del 
bioassorbimento di principi attivi antiossidanti, utilizzando i reattivi DPPH e CUPRAC. 
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Parte sperimentale 
 
Materiali 
 
Campioni in esame 
Gli esperimenti descritti di seguito sono stati condotti su campioni dei seguenti prodotti: 
 
1) Formulazioni commerciali: 
• Bio Eulen Pediatric mousse detergente, flacone da 150 ml, di Aboca 
• Bio Eulen Pediatric pomata, tubetto da 50 ml, di Aboca 
• Body spring golis, 24 caramelle con propoli, miele e limone 
• Dermon Olio da bagno alla vitamina E per la detersione quotidiana, flacone da 200 
ml, di Sigma-Tau 
• Elicriso integratore alimentare 
• Elicriso olio, anforetta contenente essenza di elicriso, di l’Orto dei Semplici 
• Elicryso detergente corpo, flacone da 200 ml, di DepoFarma 
• Essenza di elicriso Iliana, flaconcino da 20 ml 
• Fitoroid Bio Pomata endorettale, tubetto da 40 ml, di Aboca 
• Fitoroid opercoli, 50 opercoli da 500 mg ciascuno, di Aboca 
• GrinTuss pediatric sciroppo per bambini, flacone da 210 g, di Aboca 
• HC+ olio ristrutturante per capelli, flacone da 150 ml, di Specchiasol 
• Isomar occhi gocce oculari, 15 monodose 0,5 ml, di PureFarma 
• Lenisfera dr. Saronni Olio detergente, flacone da 200 ml di Isiderma 
• Oleolito composto elicriso RD, flaconcino da 20 ml 
• Olio degli elfi - olio da massaggio, flacone da 150 ml, di Erboristeria Magentina 
• Omeotox noni, soluzione orale, flacone da 150 ml, di Guna 
• Planter’s aloe vera crema viso antirughe, confezione da 50 ml 
• Propolaid propolbaby sciroppo, flacone da 180 ml, di Esi 
• Saponetta all’elicriso di S’edera 
• Saugella uomo, detergente intimo, flacone da 200 ml 
Le suddette formulazioni, essendo disponibili in commercio, sono state acquistate in 
farmacia ed altri punti vendita. 
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2) Composti ad attività antiossidante nota: 
• Acido ascorbico 
• Acido caffeico 
• Acido clorogenico 
• Acido gallico 
• Acido lipoico 
• Crisina 
• Galangina 
• Tocoferolo 
I suddetti composti sono stati tutti acquistati da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). 
 
Reattivi 
I reattivi, quali DPPH, CuCl2 e neocuproina ed i mezzi di reazione, quali PBS ed etanolo, 
sono stati acquistati da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). 
 
 
Saggi con il radicale DPPH per l’attività antiossidante di campioni 
miscibili in etanolo o in soluzione salina tamponata con fosfato (PBS) 
 
In questo saggio, è stato utilizzato un test chimico nel quale si valuta il decadimento del 
radicale difenilpicrilidrazile (DPPH) in assenza o in presenza di sostanze antiossidanti. 
Questo radicale, infatti, viene utilizzato per testare la capacità delle sostanze di agire come 
scavenger di radicali liberi. Il DPPH in soluzione presenta una colorazione viola che vira al 
giallo-incolore quando questo radicale estrae un atomo di idrogeno da uno scavenger di 
radicali per dare origine alla forma ridotta DPPH-H. 
 
Il saggio è stato eseguito in micropiastre da 96 pozzetti (Tissue Culture Plate 96-well flat 
botton cell+ di SARSTEDT), secondo la seguente procedura. In ciascun pozzetto di una 
micropiastra, denominato “cella di reazione antiossidante” sono stati posti 20 μl di 
soluzioni di campione in esame alla concentrazione desiderata nel mezzo di reazione, 
costituito in un caso da etanolo e in un caso da soluzione salina tamponata con fosfato 
(PBS). Quindi, sono stati aggiunti 20 μl di una soluzione etanolica di DPPH 200 μM, 
ottenendo una concentrazione finale di DPPH nelle celle di reazione antiossidante di 100 
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µM. Subito dopo l’aggiunta del radicale DPPH, sono state eseguite una rilevazione 
spettrofotometrica ed una rilevazione fotografica delle celle di reazione antiossidante, 
come spiegato in maggior dettaglio nelle sezioni successive. Trascorsi 20 minuti dalla 
prima aggiunta di DPPH, sono stati quindi aggiunti altri 20 μl di soluzione etanolica 200 
μM dello stesso reattivo, ottenendo una concentrazione finale di DPPH nelle celle di 
reazione antiossidante di 133 µM. La micropiastra è stata sottoposta ad una seconda 
rilevazione sia spettrofotometrica che fotografica, dopodiché è stata mantenuta a riposo a 
temperatura ambiente ed al buio per 24 ore. Trascorso tale tempo, sono stati infine aggiunti 
altri 20 μl di soluzione etanolica di DPPH 200 μM, ottenendo una concentrazione finale di 
DPPH nelle celle di reazione antiossidante di 150 µM. La micropiastra è stata quindi 
sottoposta ad una terza ed ultima rilevazione spettrofotometrica e fotografica. 
 
Il saggio è stato eseguito sulle seguenti sostanze: acido lipoico, acido caffeico, acido 
clorogenico, crisina, galangina, acido gallico, acido ascorbico e tocoferolo. Di ciascuna 
delle suddette sostanze, sono state preparate soluzioni alle concentrazione di: 1, 2x10
-1
, 
4x10
-2
, 8x10
-3
, 1,6x10
-3
, 3,2x10
-4
, 6,4x10
-5
, 1,28x10
-5
, 2,56x10
-6
, 5,12x10
-7
, 1,02x10
-7
, 
2,04x10
-8
 mg/ml. 
 
Rilevazione spettrofotometrica 
La micropiastra è stata sottoposta a lettura spettrofotometrica dell’assorbanza su un lettore 
per micropiastre Wallac Victor
TM
 1420 Multilabel di Perkin Elmer munito di un filtro per 
la lunghezza d’onda di 530 ± 10 nm (corrispondente al picco massimo di assorbanza del 
radicale DPPH). La lettura è stata eseguita per un tempo di 0,1 secondi per ciascun 
pozzetto della micropiastra. Il valore di assorbanza è stato normalizzato rispetto ad un 
controllo positivo (100% di attività antiossidante, costituito dal campione in esame a cui è 
stato aggiunto acido ascorbico ad una concentrazione nel saggio di 20 mg/ml) e ad un 
controllo negativo di riferimento (0% di attività antiossidante, costituito dal solo mezzo di 
reazione, vale a dire etanolo oppure PBS), ottenendo un valore di “assorbanza a 530 nm 
normalizzata”. 
 
Rilevazione fotografica 
La micropiastra è stata fotografata mediante smartphone Samsung Galaxy Ace 2 con 
fotocamera da 5.0 MPixel incorporata. 
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Quindi, le fotografie della micropiastra sono state importate nel software GIMP 2.6.10. ed 
elaborate con la seguente procedura: 
 - selezione rettangolare dell’area della micropiastra, 
 - selezione del canale del blu, 
 - regolazione della tonalità al massimo e della luminosità al minimo, 
 - analisi delle singole celle di reazione della micropiastra mediante selezione 
ellittica, 
 - registrazione dei valori medi del canale del blu di tricromia, nel suo picco di 
tonalità più bassa nell’istogramma che rappresenta la quantità di pixel rispetto alla 
luminosità, 
 - calcolo del logaritmo del valore assoluto del blu di tricromia registrato al punto 
precedente, e 
 - normalizzazione rispetto ad un controllo positivo di riferimento (100% di attività 
antiossidante, costituito dal campione in esame a cui è stato aggiunto acido ascorbico ad 
una concentrazione nel saggio di 20 mg/ml) e ad un controllo negativo di riferimento (0% 
di attività antiossidante, costituito dal solo mezzo di reazione, vale a dire etanolo oppure 
PBS). Il parametro così ottenuto viene qui definito “intensità del blu del DPPH”. 
 
Quantificazione della potenza dell’attività antiossidante 
I campioni sono stati valutati a varie concentrazioni ottenute a seguito di diluizioni seriali e 
l’attività antiossidante è stata espressa in termini di EC50 e coefficiente di Hill calcolati 
dalla curva dose-risposta con pendenza variabile generata mediante interpolazione con un 
modello di regressione non lineare (software GraphPAD Prism versione 4.00 (GraphPAD, 
San Diego, CA, USA)). Con “risposta” si intende il valore di assorbanza a 530 nm, nel 
caso della rilevazione spettrofotometrica, oppure il parametro “intensità del blu del 
DPPH”, nel caso della rilevazione fotografica. 
Questa quantificazione è stata eseguita per ciascuna delle 3 concentrazioni di DPPH nel 
saggio (100, 133 e 150 µM). 
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Saggi con il reattivo CUPRAC per l’attività antiossidante di campioni 
miscibili in etanolo o in soluzione salina tamponata con fosfato (PBS) 
 
Il saggio è stato eseguito secondo un adattamento della metodica descritta in Özyürek et 
al., 2011. In breve, il metodo CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity) viene 
comunemente utilizzato per la determinazione spettrofotometrica dell’attività antiossidante 
di costituenti alimentari (vitamine, polifenoli, flavonoidi, acido ascorbico, ecc.). Il metodo 
si basa sulla misura di parametri associati al colore giallo del chelato Cu(I)-neocuproina 
(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) che si forma a seguito di una reazione redox della sostanza 
antiossidante con il reagente CUPRAC, Cu(II)-neocuproina. Si tratta, quindi, di un metodo 
basato sul trasferimento di elettroni. 
 
Il saggio è stato eseguito in micropiastre da 96 pozzetti (Tissue Culture Plate 96-well flat 
botton cell+ di SARSTEDT), secondo la seguente procedura. In ciascun pozzetto di una 
micropiastra, denominato “cella di reazione antiossidante” sono stati posti 20 μl di 
soluzioni di campione in esame alla concentrazione desiderata nel mezzo di reazione, 
costituito in un caso da etanolo e in un caso da soluzione salina tamponata con fosfato 
(PBS). Quindi, sono stati aggiunti 20 μl di una soluzione del reattivo CUPRAC preparata 
subito prima dell’esecuzione del saggio miscelando volumi uguali di una soluzione di 
CuCl2 (PM 134,4) 0,01 M in acqua e di una soluzione di neocuproina (PM 208,26) 7,5 x 
10
-3 
M in etanolo, ottenendo una concentrazione finale di CUPRAC nelle celle di reazione 
antiossidante di 5x10
-3
 M, espresso in termini di concentrazione di CuCl2. Subito dopo 
l’aggiunta del reattivo CUPRAC, sono state eseguite una rilevazione spettrofotometrica ed 
una rilevazione fotografica delle celle di reazione antiossidante, come spiegato in maggior 
dettaglio nelle sezioni successive. Trascorsi 20 minuti dalla prima aggiunta di CUPRAC, 
sono stati quindi aggiunti altri 20 μl di soluzione dello stesso reattivo, ottenendo una 
concentrazione finale di CUPRAC nelle celle di reazione antiossidante di 6,67x10
-3
 M, 
espresso in termini di concentrazione di CuCl2. La micropiastra è stata sottoposta ad una 
seconda rilevazione sia spettrofotometrica che fotografica, dopodiché è stata mantenuta a 
riposo a temperatura ambiente ed al buio per 24 ore. Trascorso tale tempo, sono stati infine 
aggiunti altri 20 μl di soluzione del reattivo CUPRAC, ottenendo una concentrazione finale 
di CUPRAC nelle celle di reazione antiossidante di 7,5x10
-3
 M. La micropiastra è stata 
quindi sottoposta ad una terza ed ultima rilevazione spettrofotometrica e fotografica. 
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Il saggio è stato eseguito sulle seguenti sostanze: acido lipoico, acido caffeico, acido 
clorogenico, crisina, galangina, acido gallico, acido ascorbico e tocoferolo. Di ciascuna 
delle suddette sostanze, sono state preparate soluzioni alle concentrazione di: 1, 2x10
-1
, 
4x10
-2
, 8x10
-3
, 1,6x10
-3
, 3,2x10
-4
, 6,4x10
-5
, 1,28x10
-5
, 2,56x10
-6
, 5,12x10
-7
, 1,02x10
-7
, 
2,04x10
-8
 mg/ml. 
 
Rilevazione spettrofotometrica 
La micropiastra è stata sottoposta a lettura spettrofotometrica dell’assorbanza su un lettore 
per micropiastre Wallac Victor
TM
 1420 Multilabel di Perkin Elmer munito di un filtro per 
la lunghezza d’onda di 450 ± 10 nm (corrispondente al picco massimo di assorbanza del 
reattivo CUPRAC). La lettura è stata eseguita per un tempo di 0,1 secondi per ciascun 
pozzetto della micropiastra. Il valore di assorbanza è stato normalizzato rispetto ad un 
controllo positivo (100% di attività antiossidante, costituito dal campione in esame a cui è 
stato aggiunto acido ascorbico ad una concentrazione nel saggio di 20 mg/ml) e ad un 
controllo negativo di riferimento (0% di attività antiossidante, costituito dal solo mezzo di 
reazione, vale a dire etanolo oppure PBS), ottenendo un valore di “assorbanza a 450 nm 
normalizzata”. 
 
Rilevazione fotografica 
La micropiastra è stata fotografata mediante smartphone Samsung Galaxy Ace 2 con 
fotocamera da 5.0 MPixel incorporata. 
Quindi, le fotografie della micropiastra sono state importate nel software GIMP 2.6.10. ed 
elaborate con la seguente procedura: 
 - selezione rettangolare dell’area della micropiastra, 
 - selezione del canale del giallo, 
 - regolazione della tonalità e della luminosità al massimo, 
 - analisi delle singole celle di reazione della micropiastra mediante selezione 
ellittica, 
 - registrazione dei valori medi del colore (come somma dei canali del blu, del rosso 
e del verde di tricromia), e 
 - normalizzazione rispetto ad un controllo positivo di riferimento (100% di attività 
antiossidante, costituito dal campione in esame a cui è stato aggiunto acido ascorbico ad 
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una concentrazione nel saggio di 20 mg/ml) e ad un controllo negativo di riferimento (0% 
di attività antiossidante, costituito dal solo mezzo di reazione, vale a dire etanolo oppure 
PBS). Il parametro così ottenuto viene qui definito “intensità del colore del CUPRAC”. 
 
Quantificazione della potenza dell’attività antiossidante 
I campioni sono stati valutati a varie concentrazioni ottenute a seguito di diluizioni seriali e 
l’attività antiossidante è stata espressa in termini di EC50 e coefficiente di Hill calcolati 
dalla curva dose-risposta con pendenza variabile generata mediante interpolazione con un 
modello di regressione non lineare (software GraphPAD Prism versione 4.00 (GraphPAD, 
San Diego, CA, USA)). Con “risposta” si intende il valore di assorbanza a 450 nm, nel 
caso della rilevazione spettrofotometrica, oppure il parametro “intensità del colore del 
CUPRAC”, nel caso della rilevazione fotografica. 
Questa quantificazione è stata eseguita per ciascuna delle 3 concentrazioni di CUPRAC nel 
saggio (5x10
-3
, 6,67x10
-3
, 7,5x10
-3
 M). 
 
 
Saggi con il radicale DPPH per l’attività antiossidante di campioni 
miscibili o immiscibili in etanolo, liquidi, solidi o semisolidi 
 
Tale protocollo è stato sviluppato allo scopo di poter disporre di un metodo adatto a 
valutare l’attività antiossidante di campioni solidi, semisolidi, in fase multipla, o liquidi 
anche nel caso in cui siano immiscibili in etanolo o non diano luogo ad una fase omogenea 
con esso. Questo metodo permette quindi di allargare la possibilità di determinare l’attività 
antiossidante anche a campioni non miscibili con etanolo e di disporre di dati per tali 
campioni che siano anche paragonabili a dati di attività antiossidante di campioni miscibili 
o solubili in etanolo. 
Il saggio è stato eseguito in microprovette da 0,5 ml (SARSTEDT), secondo la seguente 
procedura. In ciascuna microprovetta, denominata “cella di reazione antiossidante”, è stato 
posto 1 mg di campione in esame, quindi sono stati aggiunti 20 μl di una soluzione 
etanolica di DPPH 200 μM. Rilevazioni fotografiche delle celle di reazione antiossidante, 
come spiegato in maggior dettaglio nella sezione successiva, sono state eseguite a vari 
tempi dopo l’aggiunta del radicale DPPH, in particolare: subito dopo l’aggiunta, dopo 5, 10 
e 15 minuti. 
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Il saggio è stato eseguito sulle formulazioni riportate nella sezione “Materiali”. 
 
Rilevazione fotografica 
Le microprovette sono state fotografate mediante smartphone Samsung Galaxy Ace 2 con 
fotocamera da 5.0 MPixel incorporata. 
Quindi, le fotografie delle microprovette sono state importate nel software GIMP 2.6.10. 
ed elaborate con la seguente procedura: 
 - selezione rettangolare della zona della microprovetta contenente la miscela di 
reazione, 
 - selezione del canale del blu, 
 - regolazione della tonalità al massimo e della luminosità al minimo, 
 - registrazione dei valori medi del canale del blu di tricromia, nel suo picco di 
tonalità più bassa nell’istogramma che rappresenta la quantità di pixel rispetto alla 
luminosità, 
 - calcolo del logaritmo del valore assoluto del blu di tricromia registrato al punto 
precedente, e 
 - normalizzazione rispetto ad un controllo positivo di riferimento (100% di attività 
antiossidante, costituito dal campione in esame a cui è stato aggiunto acido ascorbico ad 
una concentrazione nel saggio di 20 mg/ml) e ad un controllo negativo di riferimento (0% 
di attività antiossidante, costituito dal solo mezzo di reazione, vale a dire etanolo). Il 
parametro così ottenuto viene qui definito “intensità del blu del DPPH”. 
 
Valutazione della velocità dell’attività antiossidante 
Per ciascun campione in esame, il valore di intensità del blu del DPPH è stato riportato in 
grafico contro il tempo. 
 
 
Saggi PAMPA per la determinazione della permeabilità di sostanze 
antiossidanti attraverso membrane biologiche 
 
PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) è un metodo che determina la 
permeabilità di sostanze da un compartimento donatore ad un compartimento accettore, 
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attraverso una membrana artificiale. Solitamente, una piastra da microtitolazione a pozzetti 
multipli viene utilizzata come compartimento donatore. Una membrana ed un 
compartimento accettore vengono posti sopra di essa e l’insieme viene comunemente 
indicato come “sandwich”. All’inizio dell’esperimento, il campione viene aggiunto nel 
compartimento donatore e quello accettore non contiene il campione. Dopo un periodo di 
incubazione, il sandwich viene separato e la quantità di campione viene misurata in ciascun 
compartimento. 
 
Gli studi PAMPA sono stati condotti in piastre con filtri di permeabilità a 96 pozzetti 
(Millipore Co., Billerica, MA, USA), utilizzando una membrana di esadecano. 
Inizialmente, è stata preparata la membrana di esadecano. In ogni pozzetto della piastra 
donatrice sono stati posti 20 μl di esadecano al 5% in n-esano. La piastra è stata lasciata a 
riposo per 1 h per permettere l’evaporazione completa del solvente n-esano. 
Successivamente, i compartimenti donatori sono stati riempiti con 100 μl di soluzione 
salina tamponata con fosfato (PBS), mentre i compartimenti accettori sono stati riempiti 
con 200 μl di PBS. A questo punto, è stato assemblato il sandwich. Ai compartimenti 
donatori sono stati aggiunti 100 μl del campione in esame sciolto in PBS alla 
concentrazione desiderata. Il campione era costituito dalla formulazione commerciale 
Body Spring golis (caramelle con propoli, miele e limone) alle seguenti concentrazioni: 
1.000 mg/ml, 500 mg/ml, 250 mg/ml, 125 mg/ml, 67,5 mg/ml, 33,75 mg/ml. Ciascun 
esperimento è stato ripetuto due volte in quadruplicato per ciascuna concentrazione. 
Il risultante costrutto a sandwich è stato incubato a temperatura ambiente per 18 ore. 
Trascorso tale periodo di tempo, il sandwich è stato aperto. Da ciascun pozzetto sia della 
piastra donatrice che della piastra accettrice sono stati prelevati 70 µl di soluzione e sono 
stati trasferiti in micropiastre a 96 pozzetti, nelle quali l’eventuale permeazione di principi 
attivi antiossidanti dalla piastra donatrice alla piastra accettrice è stata rilevata con i saggi 
per la determinazione dell’attività antiossidante eseguiti sia con il radicale DPPH che con il 
reattivo CUPRAC. In maggior dettaglio, il radicale DPPH è stato utilizzato alle 
concentrazioni 44 µM, 73 µM e 92 µM, mentre il reattivo CUPRAC è stato utilizzato alle 
concentrazioni 2,2 mM, 3,6 mM e 5,4 mM, espresse in termini di concentrazione di CuCl2. 
 
In entrambi i casi, è stata utilizzata una rilevazione fotografica e le immagini digitali sono 
state elaborate secondo procedure analoghe a quelle descritte sopra, ottenendo parametri 
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esprimenti la potenza dell’azione antiossidante per il campione permeato nel 
compartimento accettore e per il campione rimasto nel compartimento donatore, espressi 
come EC50 e coefficiente di Hill. 
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Risultati e discussione 
 
I composti acido ascorbico, acido caffeico, acido clorogenico, acido gallico, acido lipoico, 
crisina, galangina e tocoferolo sono agenti antiossidanti noti. Questi composti sono stati 
utilizzati come composti di riferimento per la messa a punto dei saggi per la 
determinazione dell’attività antiossidante mediante l’uso sia del radicale DPPH che del 
reattivo CUPRAC, in particolare per la valutazione di sostanze miscibili in etanolo o in 
PBS. La scelta di composti di riferimento è caduta sui suddetti composti in quanto i valori 
della potenza della loro attività antiossidante sono ampiamente noti nella letteratura 
scientifica. Per questo motivo, si rende possibile un confronto tra i suddetti valori ed i 
valori di attività antiossidante ottenuti utilizzando i protocolli dei saggi per la 
determinazione dell’attività antiossidante descritti in questa tesi. Le Figure 1 e 2 mostrano 
ciascuna, rispettivamente, una fotografia della micropiastra nella quale l’attività 
antiossidante dei composti ad attività antiossidante nota è stata determinata mediante il 
saggio con il radicale DPPH (Fig. 1) e con il reattivo CUPRAC (Fig. 2). 
 
Quando i composti acido ascorbico, acido caffeico, acido clorogenico, acido gallico, acido 
lipoico, crisina, galangina e tocoferolo sono stati testati nel saggio per la determinazione 
dell’attività antiossidante utilizzando il radicale DPPH, solubilizzando i composti in PBS 
ed eseguendo una rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 530 nm, sono state 
ottenute curve dose-risposta (dove la “dose” è la concentrazione del composto in esame 
espressa come -log (mg/ml) e la “risposta” è l’assorbanza a 530 nm normalizzata tra 0 e 
100) in cui la bontà del fitting delle curve di Hill rispetto ai punti sperimentali è risultata 
essere sufficientemente buona (coefficiente di regressione R
2
 medio = 0,95, come calcolato 
dal programma GraphPad Prism utilizzato per l’interpolazione di tali curve). A titolo 
illustrativo, in Figura 3 vengono riportate le curve dose-risposta per l’attività antiossidante 
misurata mediante saggio con DPPH 100 µM dei composti ad attività antiossidante nota 
sciolti in PBS e rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 530 nm. 
 
Dalle curve dose-risposta illustrate in Figura 3, sono stati calcolati i parametri EC50 e 
coefficiente di Hill che permettono di dare una stima quantitativa dell’attività antiossidante 
di ciascuno dei composti testati. Infatti, può essere utile ricordare qui che il valore di EC50 
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indica la concentrazione di composto che determina un’azione antiossidante 
emimassimale, mentre il coefficiente di Hill riflette la ripidità della curva. Tali valori di 
EC50 e coefficiente di Hill per ciascun composto ad attività antiossidante nota testato nel 
saggio con il radicale DPPH alle concentrazioni 100 µM, 133 µM e 150 µM, 
solubilizzando i composti in PBS ed eseguendo un rilevazione spettrofotometrica 
dell’assorbanza a 530 nm, sono riportati in Tabella 1. Dalla valutazione dei valori di EC50 
per ciascun composto testato alle differenti concentrazioni di DPPH utilizzate nel saggio 
emerge che i composti acido ascorbico, acido caffeico, acido clorogenico, acido gallico, 
crisina e galangina hanno un’attività antiossidante molto più potente rispetto a tocoferolo e 
ad acido lipoico. La scala di potenza dell’attività antiossidante ottenuta dal saggio eseguito 
in questo lavoro risulta essere in accordo con i dati presenti in letteratura (Apak et al., 
2013). Tra i composti più attivi, spiccano in particolare acido ascorbico, acido clorogenico 
e galangina. 
 
Quando le stesse celle di reazione sono state sottoposte a rivelazione fotografica (Figura 4) 
ed ai passaggi successivi di elaborazione delle immagini e di interpolazione delle curve 
dose-risposta (dove la “dose” è la concentrazione del composto in esame espressa come -
log (mg/ml) e la “risposta” è l’intensità del blu del DPPH), sono state ottenute delle curve 
analoghe a quelle che si possono osservare per la rilevazione spettrofotometrica. Dal 
confronto delle Figure 3 e 4 si può tuttavia osservare una differenza: nel primo caso le 
curve sono meno ripide. 
Inoltre, sia dai parametri relativi al fitting non lineare dell’equazione di Hill (R2 medio = 
0,99) che dal semplice confronto visivo tra le curve riportate in Figura 3 e le curve in 
Figura 4, si può osservare che il fitting è migliore quando la rilevazione viene eseguita con 
il metodo fotografico rispetto al metodo spettrofotometrico. 
 
Dalle curve dose-risposta illustrate in Figura 4, sono stati calcolati i parametri EC50 e 
coefficiente di Hill (Tabella 2). Dal confronto dei dati nelle Tabelle 1 e 2 emerge che i 
valori di EC50 calcolati a seguito del saggio con DPPH con rilevazione spettrofotometrica 
sono simili a quelli ottenuti a seguito del saggio con DPPH con rilevazione fotografica. I 
due metodi danno quindi valori paragonabili di potenza dell’attività antiossidante per gli 
stessi composti. I valori dei coefficienti di Hill riportati nella Tabella 2 appaiono invece più 
elevati rispetto a quelli in Tabella 1. Ciò è in accordo con la maggiore ripidità delle curve 
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in Figure 4 rispetto alle curve della Figura 3. 
 
Allo scopo di valutare se il veicolo in cui venivano disciolti i composti in esame potesse 
influenzare l’esito del saggio per la determinazione dell’attività antiossidante, è stato 
eseguito un confronto tra PBS ed etanolo. In particolare, i valori dei parametri EC50 e 
coefficiente di Hill ottenuti a seguito del saggio in cui i composti sono stati solubilizzati in 
etanolo sono riportati in Tabella 3. Dal confronto dei dati in Tabella 2 (composti 
solubilizzati in PBS) ed in Tabella 3 (composti solubilizzati in etanolo) si osserva che i 
parametri che se ne ottengono risultano essere ben paragonabili. Ciò porta ad escludere 
un’influenza significativa del mezzo di reazione sull’esito del saggio. Il composto 
tocoferolo costituisce tuttavia un’eccezione, in quanto risulta privo di attività antiossidante 
quando disciolto in PBS e dotato, invece, di attività antiossidante apprezzabile quando 
disciolto in etanolo. 
 
 
Come specificato in dettaglio nelle sezioni precedenti, i composti acido ascorbico, acido 
caffeico, acido clorogenico, acido gallico, acido lipoico, crisina, galangina e tocoferolo 
sono stati sottoposti anche al saggio per la determinazione dell’attività antiossidante 
utilizzando il reattivo CUPRAC, solubilizzando i composti in PBS ed eseguendo una 
rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 450 nm. In modo analogo a come riportato 
per i saggi con il radicale DPPH, sono state ottenute curve dose-risposta (dove la “dose” è 
la concentrazione del composto in esame espressa come -log (mg/ml) e la “risposta” è 
l’assorbanza a 450 nm normalizzata tra 0 e 100) in cui la bontà del fitting delle curve di 
Hill rispetto ai punti sperimentali è risultata essere sufficientemente buona (coefficiente di 
regressione R
2
 medio = 0,98, come calcolato dal programma GraphPad Prism utilizzato per 
l’interpolazione di tali curve). A titolo illustrativo, in Figura 5 vengono riportate le curve 
dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante saggio con il reattivo CUPRAC 
5 mM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in PBS e rilevazione 
spettrofotometrica dell’assorbanza a 450 nm. 
 
Anche in questo caso, dalle curve dose-risposta illustrate in Figura 5, sono stati calcolati i 
parametri EC50 e coefficiente di Hill che permettono di dare una stima quantitativa 
dell’attività antiossidante di ciascuno dei composti testati. Tali valori di EC50 e coefficiente 
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di Hill per ciascun composto ad attività antiossidante nota testato nel saggio con il reattivo 
CUPRAC alle concentrazioni 5 µM, 6,67 µM e 7,5 µM (concentrazioni espresse in termini 
di CuCl2), solubilizzando i composti in PBS ed eseguendo una rilevazione 
spettrofotometrica dell’assorbanza a 450 nm, sono riportati in Tabella 4. Dalla valutazione 
dei valori di EC50 per ciascun composto testato alle differenti concentrazioni di reattivo 
CUPRAC utilizzate nel saggio emerge che i composti acido ascorbico, acido caffeico, 
acido clorogenico, acido gallico e tocoferolo hanno un’attività antiossidante molto più 
potente rispetto a crisina ed acido lipoico e superiore anche a galangina. Tra i composti più 
attivi, spiccano in particolare acido ascorbico, acido caffeico ed acido gallico. Al contrario 
di quanto emerso come risultato dei saggi eseguiti con il radicale DPPH e rilevazione 
spettrofotometrica, crisina e galangina risultano dotati di attività antiossidante meno 
marcata. 
 
Quando le stesse celle di reazione sono state sottoposte a rivelazione fotografica (Figura 6) 
ed ai passaggi successivi di elaborazione delle immagini e di interpolazione delle curve 
dose-risposta (dove la “dose” è la concentrazione del composto in esame espressa come -
log (mg/ml) e la “risposta” è l’intensità del colore del CUPRAC), sono state ottenute delle 
curve analoghe a quelle che si possono osservare per la rilevazione spettrofotometrica. 
Come nel caso delle due diverse tecniche di rilevazione utilizzate per il saggio con DPPH, 
anche dal confronto delle Figure 5 e 6 si possono osservare differenze nelle ripidità delle 
curve dose-risposta, che sono tendenzialmente più nette nel caso della rilevazione 
fotografica. 
Inoltre, sia dai parametri relativi al fitting non lineare dell’equazione di Hill (R2 medio = 
0,99) che dal semplice confronto visivo tra le curve riportate in Figura 5 e le curve in 
Figura 6, si può osservare che il fitting quando la rilevazione viene eseguita con il metodo 
fotografico è analogo a quando viene utilizzato il metodo spettrofotometrico. 
 
Tornando all’osservazione delle curve riportate nelle Figure 3 e 4, vale a dire confrontando 
i due metodi di rilevazione spettrofotometrico e fotografico, appare evidente che i risultati 
sono analoghi. Tuttavia, allo scopo di dare una stima anche quantitativa a tale confronto, è 
stata valutata la correlazione tra i valori di EC50 ottenuti dal saggio con il radicale DPPH a 
rilevazione fotografica ed i valori di EC50 ottenuti dal saggio con il radicale DPPH a 
rilevazione spettrofotometrica, con i composti in esame solubilizzati sia in PBS che in 
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etanolo (Tabella 7). I valori del coefficiente di correlazione R mostrano una buona 
correlazione. 
Una valutazione analoga è stata fatta per la correlazione tra i valori di EC50 ottenuti dal 
saggio con il reattivo CUPRAC a rilevazione fotografica ed i valori di EC50 ottenuti dal 
saggio con il reattivo CUPRAC a rilevazione spettrofotometrica, con i composti in esame 
solubilizzati sia in PBS che in etanolo (Tabella 8). Anche in questo caso, i valori del 
coefficiente di correlazione R mostrano una buona correlazione. 
 
Gli esperimenti riportati sopra hanno permesso di verificare che la rilevazione fotografica 
dà risultati paragonabili rispetto alla rilevazione spettrofotometrica utilizzata comunemente 
in saggi che prevedono un viraggio di colore, quali, appunto, i saggi per l’attività 
antiossidante con il radicale DPPH e con il reattivo CUPRAC. La rilevazione 
spettrofotometrica, come accennato nelle sezioni precedenti, presenta alcuni svantaggi, tra 
cui la difficoltà di analizzare campioni di sostanze che non siano miscibili con il mezzo di 
reazione. La rilevazione fotografica potrebbe offrire un’alternativa plausibilmente 
applicabile anche a campioni di questo tipo. Per verificare ciò, il saggio con il radicale 
DPPH accoppiato a rilevazione fotografica è stato utilizzato per determinare l’attività 
antiossidante di una serie di formulazioni commerciali a diverso grado di 
solubilità/miscibilità in etanolo, oppure presenti in fase liquida, semisolida o solida. In 
particolare, le formulazioni commerciali elencate nella sezione “Materiali” della parte 
sperimentale sono state sottoposte ad un saggio per la determinazione della loro attività 
antiossidante nel tempo, saggio condotto con il radicale DPPH alla concentrazione 200 μM 
e con rilevazioni fotografiche eseguite a vari tempi (subito dopo l’aggiunta del DPPH, 
dopo 5, 10 e 15 minuti). La scelta di tali formulazioni è dovuta al fatto che tutte 
contenevano, tra gli ingredienti, un estratto di elicriso, notoriamente dotato di attività 
antiossidante. 
Tale saggio ha permesso di valutare caratteristiche delle varie formulazioni quali l’effettiva 
presenza o meno di attività antiossidante, la velocità di comparsa di tale attività e, più in 
generale, l’andamento di tale attività nel tempo. 
I risultati di tale saggio sono illustrati dai grafici riportati in Figura 7, in cui l’intensità del 
blu del DPPH, inversamente proporzionale all’attività antiossidante, viene riportata contro 
il tempo. È interessante notare come alcune formulazioni, pur contenendo estratto di 
elicriso, non sono complessivamente caratterizzate da attività antiossidante significativa. 
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Ne sono esempi le gocce oculari Isomar occhi, la mousse detergente pediatrica Bio Eulen, 
l’olio essenziale dello stesso elicriso, l’olio per capelli HC+ e lo sciroppo Propolaid. Altre 
formulazioni sono invece caratterizzate da un’attività antiossidante molto marcata e che si 
mantiene costante nel tempo, quali l’olio per massaggi Olio degli elfi, la pomata 
endorettale Fitoroid, la pomata pediatrica Bio Eulen, l’Elicriso integratore alimentare, la 
crema viso Planter’s e la saponetta all’elicriso. Ancora altre formulazioni hanno infine 
un’attività antiossidante che non compare subito, ma dopo alcuni minuti. Tra queste si 
trovano l’olio da bagno Dermon, lo sciroppo pediatrico Grintuss, l’olio detergente 
Lenisfera, le caramelle con propoli Body Spring golis e gli opercoli Fitoroid. 
 
 
Le caramelle con propoli, miele e limone Body Spring golis, in quanto dotate di buona 
attività antiossidante, sono state selezionate per ulteriori studi, in particolare per essere 
sottoposte a saggi PAMPA per la determinazione della permeabilità di sostanze 
antiossidanti attraverso membrane biologiche. Tale saggio è stato accoppiato ad una 
rilevazione sia mediante il saggio con il radicale DPPH che mediante il saggio con il 
reattivo CUPRAC, entrambi con rilevazione fotografica. In questo caso, i due saggi sono 
stati utilizzati per determinare l’attività antiossidante delle soluzioni presenti nel 
compartimento accettore e nel compartimento donatore della piastra per saggio PAMPA. 
Tale parametro riflette l’eventuale passaggio di una sostanza ad attività antiossidante da un 
compartimento all’altro, quindi l’attraversamento della barriera artificiale. I risultati 
possono essere osservati dai grafici in Figura 8, in cui si riportano le curve dose-risposta 
per l’attività antiossidante delle caramelle Body Spring golis misurata nel compartimento 
accettore e nel compartimento donatore di una piastra per saggio PAMPA, dopo 18 h di 
incubazione, mediante saggio con il radicale DPPH (sopra) o con il reattivo CUPRAC 
(sotto) alle concentrazioni indicate. Si può chiaramente notare la presenza di una certa 
attività antiossidante nel compartimento accettore. Ciò indica che una parte della frazione 
antiossidante contenuta nella formulazione è stata in grado di attraversare la barriera 
artificiale e che, plausibilmente, è in grado di attraversare anche la barriera costituita dalla 
mucosa orale. Osservando la forma delle curve dose-risposta nella Figura 8, si può notare 
che esse sono caratterizzate da forme e pendenze diverse. In particolare, le curve nel 
compartimento accettore hanno una forma slargata e questo potrebbe indicare il fatto che 
ciò che attraversa la barriera sono in realtà diversi composti, ciascuno caratterizzato da un 
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suo proprio profilo antiossidante. 
 
Infine, la Tabella 9 riporta i valori di EC50 e coefficiente di Hill per la formulazione Body 
Spring golis ottenuti dal saggio PAMPA accoppiato con la rilevazione dell’attività 
antiossidante mediante saggio con il radicale DPPH utilizzato alle concentrazioni 44 µM, 
73 µM e 92 µM e mediante saggio con il reattivo CUPRAC alle concentrazioni 2,2 mM, 
3,6 mM e 5,4 mM. Da questa tabella si può notare che maggiore è la concentrazione dei 
due reattivi DPPH e CUPRAC, maggiore è il valore di EC50. 
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Figura 1 - Fotografia della micropiastra nella quale l’attività antiossidante dei composti ad 
attività antiossidante nota è stata determinata mediante il saggio con il radicale DPPH alla 
concentrazione 133 µM. In particolare, i composti analizzati sono: Riga A: acido lipoico, 
Riga B: acido caffeico, Riga C: acido clorogenico, Riga D: crisina, Riga E: galangina, Riga 
F: acido gallico, Riga G: acido ascorbico, Riga E: tocoferolo. Essi sono stati testati alle 
seguenti concentrazioni espresse in mg/ml, ottenute mediante diluizioni seriali: Colonna 1: 
3,3x10
-1
, Colonna 2: 6,7x10
-2
, Colonna 3: 1,3x10
-2
,Colonna 4: 2,7x10
-3
, Colonna 5: 5,3x10
-
4
, Colonna 6: 1,1x10
-4
, Colonna 7: 2,1x10
-5
, Colonna 8: 4,3x10
-6
, Colonna 9: 8,5x10
-7
, 
Colonna 10: 1,7x10
-7
,  Colonna 11: 3,4x10
-8
, Colonna 12: 6,8x10
-9
. 
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Figura 2 - Fotografia della micropiastra nella quale l’attività antiossidante dei composti ad 
attività antiossidante nota è stata determinata mediante il saggio con il reattivo CUPRAC 
alla concentrazione 6,67 mM, espressa in termini di concentrazione di CuCl2. In 
particolare, i composti analizzati sono: Riga A: acido lipoico, Riga B: acido caffeico, Riga 
C: acido clorogenico, Riga D: crisina, Riga E: galangina, Riga F: acido gallico, Riga G: 
acido ascorbico, Riga E: tocoferolo. Essi sono stati testati alle seguenti concentrazioni 
espresse in mg/ml, ottenute mediante diluizioni seriali: Colonna 1: 3,3x10
-1
, Colonna 2: 
6,7x10
-2
, Colonna 3: 1,3x10
-2
,Colonna 4: 2,7x10
-3
, Colonna 5: 5,3x10
-4
, Colonna 6: 1,1x10
-
4
, Colonna 7: 2,1x10
-5
, Colonna 8: 4,3x10
-6
, Colonna 9: 8,5x10
-7
, Colonna 10: 1,7x10
-7
,  
Colonna 11: 3,4x10
-8
, Colonna 12: 6,8x10
-9
. 
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Figura 3. Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante saggio con 
DPPH 100 µM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in PBS e rilevazione 
spettrofotometrica dell’assorbanza a 530 nm. 
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Acido ascorbico Tocoferolo 
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Figura 3 (continua). Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante 
saggio con DPPH 100 µM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in PBS e 
rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 530 nm. 
 
 
 
Tabella 1. Parametri EC50 e coefficiente di Hill per i composti ad attività antiossidante 
nota ottenuti mediante saggio per la determinazione dell’attività antiossidante con il 
radicale DPPH utilizzato alle concentrazioni 100 µM, 133 µM e 150 µM, solubilizzando i 
composti in PBS ed eseguendo una rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 530 
nm. 
 
 DPPH 100 µM DPPH 133 µM DPPH 150 µM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill 
Acido lipoico >500 ND >300 ND >250 ND 
Acido caffeico 4,4 0,8792 2,6 2,61 4,4 2,848 
Acido clorogenico 40,7 2,271 71,1 8,8 14,3 0,7355 
Crisina 9,1 1,164 34,3 0,6936 69,2 1,851 
Galangina 65,8 1,232 19,2 1,236 11,1 1,136 
Acido gallico 0,4 1,939 0,3 0,4693 0,4 0,5527 
Acido ascorbico 27,1 10,4 0,3 1,138 1,4 2,32 
Tocoferolo >500 ND >300 ND >250 ND 
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Figura 4. Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante saggio con 
DPPH 100 µM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in PBS e rilevazione 
fotografica delle celle di reazione antiossidante. 
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Acido ascorbico Tocoferolo 
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Figura 4 (continua). Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante 
saggio con DPPH 100 µM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in PBS e 
rilevazione fotografica delle celle di reazione antiossidante. 
 
 
 
Tabella 2. Parametri EC50 e coefficiente di Hill per i composti ad attività antiossidante 
nota ottenuti mediante saggio per la determinazione dell’attività antiossidante con il 
radicale DPPH utilizzato alle concentrazioni 100 µM, 133 µM e 150 µM, solubilizzando i 
composti in PBS ed eseguendo una rilevazione fotografica delle celle di reazione 
antiossidante. 
 
 DPPH 100 µM DPPH 133 µM DPPH 150 µM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill  
Acido lipoico >500 ND >300 ND >250 ND 
Acido caffeico 13,0 24,3 1,7 21,3 3,0 8,5 
Acido clorogenico 28,8 10,2 19,2 9,7 25,3 14,3 
Crisina 155,4 9,8 118,3 10,0 158,3 21,4 
Galangina 157,1 9,9 195,6 23,0 79,1 9,1 
Acido gallico 61,7 23,2 4,4 9,3 3,1 10,0 
Acido ascorbico 12,9 24,0 3,9 7,8 3,3 8,7 
Tocoferolo >500 ND >300 ND >250 ND 
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Tabella 3. Parametri EC50 e coefficiente di Hill per i composti ad attività antiossidante 
nota ottenuti mediante saggio per la determinazione dell’attività antiossidante con il 
radicale DPPH utilizzato alle concentrazioni 100 µM, 133 µM e 150 µM, solubilizzando i 
composti in etanolo ed eseguendo una rilevazione fotografica delle celle di reazione 
antiossidante. 
 
 DPPH 100 µM DPPH 133 µM DPPH 150 µM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill Coeff. di Hill EC50 
Acido lipoico >500 ND >300 ND >250 ND 
Acido caffeico 12,0 16,84 8,8 22,1 6,2 19,28 
Acido clorogenico 152,7 9,065 37,6 12,92 16,1 8,672 
Crisina 155,6 7,173 180,7 11,92 72,1 7,005 
Galangina 151,8 4,059 207,6 15,11 144,9 15,97 
Acido gallico 11,3 16,26 8,9 18,65 0,6 8,12 
Acido ascorbico 1,1 5,078 0,9 11 0,5 8,629 
Tocoferolo 0,52 25,46 0,32 20,83 1,20 19,03 
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Figura 5. Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante saggio con il 
reattivo CUPRAC 5 mM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in PBS e 
rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 450 nm. 
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Acido ascorbico Tocoferolo 
0 1 2 3 4 5
0
20
40
60
80
100
120
Concentrazione (-Log mg/ml)
A
s
s
o
rb
a
n
z
a
 a
 4
5
0
 n
m
n
o
rm
a
li
z
z
a
ta
 
0 1 2 3 4 5
0
20
40
60
80
100
120
Concentrazione (-Log mg/ml)
A
s
s
o
rb
a
n
za
 a
 4
5
0
 n
m
n
o
rm
a
li
zz
a
ta
 
 
Figura 5 (continua). Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante 
saggio con il reattivo CUPRAC 5 mM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in 
PBS e rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 450 nm. 
 
 
 
Tabella 4. Parametri EC50 e coefficiente di Hill per i composti ad attività antiossidante 
nota ottenuti mediante saggio per la determinazione dell’attività antiossidante con il 
reattivo CUPRAC utilizzato alle concentrazioni 5 mM, 6,67 mM e 7,5 mM, solubilizzando 
i composti in PBS ed eseguendo una rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza a 450 
nm. 
 
 CUPRAC 5 mM CUPRAC 6,67 mM CUPRAC 7,5 mM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill  
Acido lipoico >500 ND >300 ND >250 ND 
Acido caffeico 25,23 -4,661 17,02 -3,165 5,24 -1,584 
Acido clorogenico 89,74 -2,361 70,79 -2,284 23,82 -1,891 
Crisina >500 ND >300 ND >250 ND 
Galangina 137,63 -4,499 89,95 -3,568 22,86 -1,189 
Acido gallico 38,64 -0,5935 14,55 -0,6833 6,75 -0,7632 
Acido ascorbico 46,88 -0,6872 20,51 -0,96 3,53 -0,8352 
Tocoferolo 57,81 -0,8702 37,33 -0,901 12,27 -0,7855 
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Acido clorogenico Crisina 
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Galangina Acido gallico 
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Figura 6. Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante saggio con il 
reattivo CUPRAC 5 mM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in PBS e 
rilevazione fotografica. 
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Acido ascorbico Tocoferolo 
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Figura 6 (continua). Curve dose-risposta per l’attività antiossidante misurata mediante 
saggio con il reattivo CUPRAC 5 mM dei composti ad attività antiossidante nota sciolti in 
PBS e rilevazione fotografica. 
 
 
 
Tabella 5. Parametri EC50 e coefficiente di Hill per i composti ad attività antiossidante 
nota ottenuti mediante saggio per la determinazione dell’attività antiossidante con il 
reattivo CUPRAC utilizzato alle concentrazioni 5 mM, 6,67 mM e 7,5 mM, solubilizzando 
i composti in PBS ed eseguendo una rilevazione fotografica. 
 
 CUPRAC 5 mM CUPRAC 6,67 mM CUPRAC 7,5 mM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill 
Acido lipoico >500 1 >300 1 >250 1 
Acido caffeico 14,9 -8,337 13,8 -1,451 2,1 -1,935 
Acido clorogenico 44,6 -4,31 3,8 -0,8296 14,6 -4,913 
Crisina >500 1 >300 1 >250 1 
Galangina 391,3 -6,447 94,6 -1,105 46,7 -1,708 
Acido gallico 0,7 -5,876 2,3 -1,504 2,6 -3,263 
Acido ascorbico 6,7 -10,15 7,7 -0,8798 14,5 -4,756 
Tocoferolo >500 1 >300 1 >250 1 
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Tabella 6. Parametri EC50 e coefficiente di Hill per i composti ad attività antiossidante 
nota ottenuti mediante saggio per la determinazione dell’attività antiossidante con il 
reattivo CUPRAC utilizzato alle concentrazioni 5 mM, 6,67 mM e 7,5 mM, solubilizzando 
i composti in etanolo ed eseguendo una rilevazione fotografica. 
 
 CUPRAC 5 mM CUPRAC 6,67 mM CUPRAC 7,5 mM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill 
Acido lipoico >500 3,282 >300 3,491 >250 2,92 
Acido caffeico 25,8 -1,022 2,3 -0,8716 2,8 -3,252 
Acido clorogenico 120,8 -0,6728 30,6 -2,418 14,2 -4,048 
Crisina >500 ND >300 ND >250 ND 
Galangina 59,8 -1,397 26,4 -2,189 12,9 -2,259 
Acido gallico 3,1 -1,757 0,8 -2,105 0,8 -3,008 
Acido ascorbico 3,2 -1,212 1,5 -1,009 2,6 -2,555 
Tocoferolo 5,83 -2,753 1,29 -1,025 2,59 -2,354 
 
 
52 
 
 
Tabella 7. Correlazione tra il valore del parametro EC50 calcolato a seguito del saggio con 
il radicale DPPH e rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza ed il parametro EC50 
calcolato a seguito dello stesso saggio, ma con rilevazione fotografica. Nel saggio, i 
composti ad attività antiossidante nota sono stati disciolti in PBS o in etanolo. 
 
 
EC50, etanolo, 
rilevazione fotografica 
EC50, PBS, 
rilevazione fotografica 
 Pearson R Valore di P Pearson R Valore di P 
EC50, PBS, 
rilevazione spettrofotometrica 
ND ND 0,6273 0,0053 
EC50, PBS, 
rilevazione fotografica 
0,8570 <0,0001 1 0 
 
ND = Non disponibile 
 
 
 
Tabella 8. Correlazione tra il valore del parametro EC50 calcolato a seguito del saggio con 
il reattivo CUPRAC e rilevazione spettrofotometrica dell’assorbanza ed il parametro EC50 
calcolato a seguito dello stesso saggio, ma con rilevazione fotografica. Nel saggio, i 
composti ad attività antiossidante nota sono stati disciolti in PBS o in etanolo. 
 
 
EC50, etanolo, 
rilevazione fotografica 
EC50, PBS, 
rilevazione fotografica 
 Pearson R Valore di P Pearson R Valore di P 
EC50, PBS, 
rilevazione spettrofotometrica 
ND ND 0,6780 0,0020 
EC50, PBS, 
rilevazione fotografica 
0,6844 0,0049 1 0 
 
ND = Non disponibile 
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Dermon, olio da bagno Olio degli elfi, olio da massaggio 
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Grintuss, sciroppo pediatrico Lenisfera, olio detergente 
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Figura 7. Velocità della comparsa dell’azione antiossidante di campioni di formulazioni 
commerciali miscibili o immiscibili in etanolo, liquidi, solidi o semisolidi, rappresentata 
nei grafici come intensità del blu del DPPH contro il tempo. 
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Body spring golis, caramelle con propoli Oleolito composto elicriso RD 
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Fitoroid, opercoli Fitoroid, pomata endorettale 
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Figura 7 (continua). Velocità della comparsa dell’azione antiossidante di campioni di 
formulazioni commerciali miscibili o immiscibili in etanolo, liquidi, solidi o semisolidi, 
rappresentata nei grafici come intensità del blu del DPPH contro il tempo. 
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Bio Eulen, pomata pediatrica Elicriso, integratore alimentare 
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Saugella uomo Propolaid, sciroppo 
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Omeotox, soluzione orale Elicriso, detergente corpo 
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Figura 7 (continua). Velocità della comparsa dell’azione antiossidante di campioni di 
formulazioni commerciali miscibili o immiscibili in etanolo, liquidi, solidi o semisolidi, 
rappresentata nei grafici come intensità del blu del DPPH contro il tempo. 
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Essenza di elicriso Planter’s, crema viso 
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Saponetta all’elicriso 
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Figura 7 (continua). Velocità della comparsa dell’azione antiossidante di campioni di 
formulazioni commerciali miscibili o immiscibili in etanolo, liquidi, solidi o semisolidi, 
rappresentata nei grafici come intensità del blu del DPPH contro il tempo. 
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DPPH, compartimento accettore DPPH, compartimento donatore 
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CUPRAC, compartimento accettore CUPRAC, compartimento donatore 
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Figura 8. Curve dose-risposta per l’attività antiossidante della formulazione Body Spring 
golis (caramelle con propoli, miele e limone) misurata nel compartimento accettore e nel 
compartimento donatore di una piastra per saggio PAMPA, dopo 18 h di incubazione, 
mediante saggio con il radicale DPPH (sopra) o con il reattivo CUPRAC (sotto) alle 
concentrazioni indicate. 
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Tabella 9. Parametri EC50 e coefficiente di Hill per la formulazione Body Spring golis 
(caramelle con propoli, miele e limone) ottenuti dal saggio PAMPA accoppiato con la 
rilevazione dell’attività antiossidante mediante saggio con il radicale DPPH utilizzato alle 
concentrazioni 44 µM, 73 µM e 92 µM e mediante saggio con il reattivo CUPRAC alle 
concentrazioni 2,2 mM, 3,6 mM e 5,4 mM. Per ciascuno dei due saggi, è stata utilizzata 
una rilevazione fotografica. 
 
 DPPH 44 µM DPPH 73 µM DPPH 92 µM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill 
Compartimento 
donatore 
<15 ND <15 ND <15 ND 
Compartimento 
accettore 
13,2 38,8 6,3 15,9 2,6 20,0 
 CUPRAC 2,2 mM CUPRAC 3,6 mM CUPRAC 5,4 mM 
 EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill EC50 Coeff. di Hill 
Compartimento 
donatore 
64,6 -3,9 37,8 -13,9 24,0 -26,7 
Compartimento 
accettore 
518,8 -1,3 76,6 -0,9 63,2 -1,0 
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Conclusioni 
 
I risultati ottenuti dal lavoro svolto in questa tesi hanno permesso di delineare diverse 
conclusioni. 
 
 
Rilevazione fotografica ed uso di smartphone 
 
- L’uso di metodi fotografici nella rilevazione colorimetrica dei saggi per la 
determinazione dell’attività antiossidante consistenti nella cattura di immagini mediante 
smartphone e nella loro successiva analisi con l’uso di software di elaborazione di 
immagini sono risultati essere adatti e caratterizzati da un’ottima sensibilità. 
 
- Gli smartphone rappresentano quindi uno strumento utile per la rilevazione di variazioni 
di colore tipiche di saggi, quali i saggi per la determinazione dell’attività antiossidante 
descritti in questa tesi, in cui un’attività che si desidera misurare può essere rilevata 
mediante un viraggio di colore. Infatti, presumibilmente la tecnica sviluppata in questo 
lavoro di tesi potrebbe essere generalizzata ed applicata anche ad altri saggi colorimetrici, 
in celle di reazione di diversi tipi, quali microprovette e micropiastre, ma anche strisce 
reattive e molti altri supporti. Questa tecnica potrebbe trovare applicazione d’uso nel 
campo dei test chimici (per esempio i saggi per la determinazione dell’attività antiossidante 
qui descritti), così come dei saggi biologici (per esempio saggi cellulari, saggi enzimatici 
quali i saggi ELISA), dei test clinici e diagnostici. 
 
- La semplicità d’uso, la versatilità, la portatilità ed i costi relativamente contenuti degli 
smartphone rappresentano ulteriori vantaggi rispetto ai classici spettrofotometri. 
 
- Gli smartphone possono pertanto essere utilizzati per lo sviluppo di metodi per la 
misurazione dell’attività antiossidante molto più economici, semplici e versatili rispetto ai 
classici metodi che utilizzano spettrofotometri. I risultati ottenuti in questo lavoro di tesi 
lasciano prevedere che in un prossimo futuro potranno essere disponibili software o 
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applicazioni per numerosi saggi chimici colorimetrici, quali i saggi per la determinazione 
dell’attività antiossidante. 
 
- Il metodo sperimentato in questo lavoro potrebbe porre le basi per lo sviluppo di un 
algoritmo per la creazione di nuove applicazioni “app” per smartphone, o di nuovi 
programmi per computer, per la determinazione dell’attività antiossidante di sostanze e 
composti. 
 
- La rilevazione spettrofotometrica, infine, presenta alcuni svantaggi, tra cui la difficoltà di 
analizzare campioni di sostanze che non siano miscibili con il mezzo di reazione. La 
rilevazione fotografica potrebbe offrire un’alternativa applicabile anche a campioni di 
questo tipo. 
 
 
Metodo PAMPA 
 
- Il metodo PAMPA sviluppato per la valutazione del bioassorbimento di principi attivi 
antiossidanti è risultato essere adatto e di semplice realizzazione. 
 
- Inoltre, è risultato possibile stimare il bioassorbimento di principi attivi antiossidanti 
mediante l’unione della metodica PAMPA con i saggi di determinazione dell’attività 
antiossidante con l’uso dei reattivi DPPH e CUPRAC, essendo questi ultimi utilizzati come 
metodi di rilevazione. 
 
 
Composti e formulazioni analizzati nel presente lavoro 
 
- I composti ad attività antiossidante nota, quando sottoposti alle valutazioni mediante i 
saggi qui descritti, hanno dato come risultato valori di attività antiossidante paragonabile ai 
valori noti e facilmente reperibili in letteratura. Questo rappresenta anche una conferma 
della validità dei metodi sperimentali utilizzati. 
 
- Alcune delle formulazioni commerciali, quando sottoposte alle valutazioni mediante i 
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saggi qui descritti, sono invece risultate inaspettatamente prive dell’attività antiossidante 
che invece sarebbe attesa in considerazione del fatto che contengono, tra gli ingredienti, 
estratti vegetali quali l’estratto di elicriso, notoriamente dotato di attività antiossidante di 
per sé. Probabilmente, la presenza di altri ingredienti è responsabile di interazioni che ne 
alterano il profilo antiossidante. 
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Acronimi/Abbreviazioni 
 
ADME = Assorbimento, Distribuzione, Metabolismo, Eliminazione 
AO = antiossidante 
CUPRAC = CUPric Reducing Antioxidant Capacity 
DPPH = difenilpicrilidrazile 
EC50 = concentrazione di un composto in grado di determinare una risposta emimassimale 
ET = trasferimento di elettroni 
HCA = analisi ad alto contenuto 
HCS = screening ad alto contenuto 
LC/MS = cromatografia liquida/spettrometria di massa 
PAMPA = Parallel Artificial Membrane Permeability Assay 
PBS = soluzione salina tamponata con fosfato 
RNS = specie reattive dell’azoto 
ROS = specie reattive dell’ossigeno 
M = molare 
mM = millimolare 
µM = micromolare 
UV = ultravioletto 
UV/VIS = ultravioletto/visibile 
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